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RESUMEN

Los puentes de hidrdgeno, uniones hidréfobas, interacciones
idnicas, fuerzas de Von der Waals y fuerzas estéricas repulsivas son ---
fuerzas intermoleculares débiles que contribuyen a la estabilizacidn del
complejo antigeno-anticuerpo en solucién.

Este trabajo es un estudio preliminar para apoyar la hipéte-
sis de que el repertoric de reconocimiento de un anticuerpo puede ser mo

dificado por el medio ambiente fisicoquimico de la reaccién.

Se hicieron experimentos de¢ doble inmuno difusién utilizando
diferentes dosis de anticuerpos de borrego anti-DNP y del antigeno -
DNPls—HSA para investigar si existe correlacién entre los cambios en el

medio ambiente fisicogquimico -pH, fuerza idnica y composicidn idénica-, .

y la precipitacién cualitativa del complejo antigeno-anticuerpo.
Los resultados indican:

1. Una alta proporcién de reacciones positivas a pHs debi-
da probablemente, a cambios conformacionales en los anti

cuerpos, provando el desdoblamiento parcial de estos.

2. Una proporcidn alta de reacciones positivas a altas con-
centraciones de sales, que se podria explicar en base a

la agregacidén de los anticuerpos en estas condiciones.



Se analizaron estadisticamente los resultados por un ANQVA de
3 vias y se encontrd que cada una de las variables exploradas es estadis-
ticamente significativa, (P£0.001), asi como las combinatorias de 2 y -
3 variables, siendo el cociente de varianzas para efectos de 1l variable:
pH > composicidn iBnica ) fuerza i6nica; y para efectos de 2 variables:
pH - fuerza ibnica ) pH - composicidn ibdnica ) fuerza idnica - composicidn

idnica.

Se concluye que las condiciones fisicoquimicas del medio am--
biente son determinantes en la precipitacidn del complejo Antigeno-Anti--
cuerpo en doble difusidn, por las mltiples y complejas interacciones que
se establecen entre las moléculas de Ac y de Mg, y entre el complejo Ag-Ac

y factores fisicoqufmicos del medio ambiente.



INTRODUCCION

La funcidn primaria de las inmunoglobulinas es unirse a un an
tigeno. La reaccidn de precipitacidn del complejo antigeno-anticuerpo --
{Ag-Ac)} es una de las mds estudiadas y {itiles en inmunologia. Estas reac
cidn comprende, primero la formacidn ripida de complejos solubles y des--
pués su agregacidn hasta formar precipitados visibles. En condiciones --
naturales (in vivo) los complejos Ag-Ac generalmente no precipitan sino -
que llevan a cabo diversas funciones efectoras, en que se relacionan con
otras mol&culas y c@lulas del sistema inmune (ver Cuadro I). Lavprecipi—
tacidn se debe a interacciones idnicas que surgen entre grupos de carga -
opuesta de las moléculas de Ac, que tienden a unir a los complejos Ag-Ac

volviéndolos hidrffohos y favoreciendo su insolubilidad (1).

Las fuerzas de unidn intermolecular entre antigeno y anticuexr
po que contribuyen a la estabilizacidén del complejo son las llamadas in--
teracciones débiles, que también son el tipo de fuerzas que estabilizan -

la configuracidn de proteinas y macromoléculas en solucidn.
Estas fuerzas son:

puentes de hidrdgeno

uniones apolares o hidrofébicas
interacciones ibnicas

fuerzas de Van der Waals

fuerzas estéricas repulsivas (2)

La estabilidad del complejo Ag-Ac se debe a la interaccidn -

simult8nea de algunos aminodcidos del sitio activo (ver Cuadro II) del



Cuadro I. Algunas propledades de las clases y subclases de inmunoglobulina humanas (1)

Propiedad IgG-1 IgG-2 I1G-3 IgG-4 IgA-1 IgA-2 IgM IgD IgE
Coeficiente de sedimentacién (S) 7 7 7 7 7-13 7-13  18-32 7 8
Peso molecular (x 10-3) 150 150 150 150 150-600 150-600 900 ? 190
C

adenas pesadas 1 2 2 5 1 2 u
Carbohidratos (%) 3 3 3 3 7 7 12 13 11
Concentracidon promedio en suero normal 8 4 1 0.4 3.5 0.4 1 0.03 0.0001

(mg/m1l)

Vida media en el suero (dias, in vivo) 23 23 8 23 6 (6?) 5 3 2.5
Primer Ac detectado en respuestas in- +

munes larias
Ac mds abundante en respuestas inmunes

tardias
Ac en secreciones +
Pasan a través de placenta + + + + 0 0 ? 0

Funciones Efectoras
% de cadena pesada en linfocitos B

(receptores)

- + + +
Fija complemento ++ + ++ O+ O+ o+ ++ ? o+
Se une a macrdfagos ++ ++ +
Sensibiliza células cebadas 0 0 0 0 o] o] o] +
Sensibiliza cé@lulas cebadas de o

cuy + o + 0 0 0 ? 0

para anafilaxis pasiva
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Cuadro I1. Representacion esquemhtica de la estructura de 4 cadenas
de la IgG humana que muestra los puentes disulfuro intra
e intercadenas, los fragmentos que se obtienen mediante

; digestidén con papaina y con pepsina, y la localizacién de

v ' las funciones efectoras.

¢ Fragmento FabZ sitio de unidn del Ag;

Fragmento Fc = fragmento cristalizable;

Cad H = cadena pesada;

Cad L = cadena iigera;

porcidn Lv = porcidn variable de la cadena ligera;
porcidén Lc = porcidn constanta de la cadenaligera.(g.



Ac, con varios residuos (o Atomos) del determ;nante antigénico. Junto a

la variedad de fuerzas no covalentes estabilizadoras, existen interaccio-
nes de cada uno de los componentes de la reaccidn con el solvente, que --
también son determinantes en la especificidad del Ac. La especificidad -
de un Ac se refiere a su capacidad de distinguir, entre determinantes an-
tigénicos de estructuras similares. Como en la naturaleza existen un =--
gran nimero de determinantes antigénicos y cada organismo es capaz de for
mar Ac con especificidad en contra de todos o casi todos estos determinan
tes antigénicos ha sido necesario postular que un organismo se genere --

una diversidad de especificidades a nivel de Ac.

Se han propuesto varios modelos para explicar la generacidn de
diversidad de los Ac, entre los que se cuentan la hipdtesis de la linea ~
germinal (4), la hipdtesis de la mutacién somdtica (5,6), y combinaciones
de estas dos hipdtesis (6). Pero hasta ahora no sé ha propuesto una hipd
tesis que considere la influenciA del medio ambiente, sobre la diversidad

de los Ac.

Observaciones de anticuerpos que reaccionaban ocasionalmente
con un determinante antigenico diferente del que habia sido utilizado --
para inducir su produccién,(hechq5 en nuestro laboratorio de Inmunologia
en el Instituto de Investigaciones Biomédicas),y observaciones previamen-
te reportadas (7,8,9), nos llevaron a pensar en la hipdtesis de que el re
pertorio de especificidad de un anticuerpo puede ser modificado por el --
medio ambiente fisicoquimico de la reaccién. Es decir, que los anticuer-

pos pueden ser multiespecificos.



Esta hipdtesis considera con igualdad de oportunidades la im-
portancia de factores genéticos y de factores ambientales como fuentes de

diversidad de los anticuerpos (Cuadrolil).

Ademds implica que el nimeroc de moléculas de Ac que recono---

cieran a familias de estructuras antigénicas diferentes, que se calcula
. 16 s
aproximadamente de 10 (10) , es menor que en el caso de que la reactivi
dad de los Ac estuviera dada exclusivamente por la secuencia de aminodci-

dos.



CUADRO 1II. FUENTES DE DIVERSIDAD DE LOS ANTICUERPOS

Niveles Genético $ Fenomenoldgico
Factores genéticos Factores ambientales
Mecanismos Errores de Distintos Medio ambiente
generadores de lectura ensambles fisicoquimico T
diversidad
- Ag .+
. - R - 1
G R
bt Ag
A 14
G 2
2
G
n
-
AcN
1
Agt'«j
Genes (n) Anticuerpos (M) Antfgenos (N)
n N N
n = nimero de genes
N = poblacién de Ac
N = poblacidén de Ag

Teorias de .
evolucién 4————————— Darwin > 4 Lamarck ~——————#

Integracidn de los niveles gendtico y fenomenoldgico para explicar la

generacidén de diversidad de los anticuerpos.



Explicacién del Cuadro I

El nivel genético esti representado por los diferentes genes (n) de
los linfocitos B que codifican para las cadenas pesadas y 1igeras‘de
las inmunoglobulinas (Cuadro II'. Estos genes pueden dar origen a
varias moléculas de Ac(N), de diferentes especificidades, al combi--
narse sus productos (hipftesis de la linea germinal (4), hipdtesis de

la mutacidn somitica (5,6), o combinaciones de ambas (6')).

Considerando errores de lectura durante la transcripcidn o traduccién
de los genes de cadenas pesadas y ligeras, o distintos tipos de ensam
bles entre cadenas ligeras y pesadas de las inmunoglobulinas, podemos

ver que el niimero de moléculas de Ac diferentes aumenta.

Asimismo proponemos que la interaccién de un Ac con un Ag en condi
ciones diferentes del medio ambiente (pH,f.i., composicién ifnica, -
temperatura, etc.), a las fisioldgicas, puede ampliar el repertorio

de reconocimiento de un Ac.

Consideramos que el nivel genético va de acuerdo con la teoria evolu
tiva de Darwin, y gque el nivel fenomenoldgico de generacidn de diver

sidad de los Ac estd de acuerdo con la teoria de Lamarck.



Esta hipbtesis presenta un mecanismo alternativo de genera--
cifn de diversidad de anticuerpos en dos sistemas bioldgicos que tienen
1imites 18gicos de extensidn, que son: a) el contenido de informacidn -
genética de un linfocito B y b) el niimero de clonas distintas de linfoci

tos B que pueden existir simulténeamente en un vertebrado.

Con respecto al primer punto, una c&lula diploide de mamife-
ro tiene aproximadamente 1 x 10-'11 d de DNA, que puede codificar para -~
4 x 109 residuos de aminodcidos en proteinas. 1 x 104 genes V (Cuadro
II), cada uno codificando para 110 residuos, ocuparin aproximadamente el
0.025% del total del genoma. Si el nlmeroc de genes VL y VH fueran igua-
les y sus productos se pudieran aparear al azar, y, si cada secuencia --
del par VL, - VH estableciera un sitio activo especifico Gnico, este nfime

8
ro de genes podria generar cerca de 1 x 10 Acs diferentes (1).

Con respecto al segundo punto, en un ratdn hay aproximadamen
te 2 x lO8 linfocitos B que representan.no mds de 1 x 107 clonas distin-
tas (considerando cada clona integrada por 20 células, en un tiempo de--
terminado, y estas clonas pueden aumentar de 1 x 108 alzx 109 como re--

sultado de mutaciones somiticas (10).

Sin embargo persite la paradoja de que hay probablemente ~-

cuando menos 1 x 1016 familias de estructuras antigénicas diferentes y cuan

do més 1 x 109 sitios activos diferentes de Ac definidos gendticamente. Aflin

> Y -
si partieramos de cifras diferentes alas mencionadas,los 1limites se acercarianno



mds que algunas drdenes de magnitud, asi pues, parece léglco considerar

a los Acg como multiespecificos.

Una etapa preliminar para probar el posible contenido de ver
dad de la hipS&tesis propuesta se realizd con los experimentos que aqui -

se reportan.

Antecedentes

A continuacidn se resumen algunos trabajos que ilustran la -
influencia del medio ambiente sobre las propiedades fisicas y quimicas -

de alqunos Igs.

Phelps y Cann en 1957 (11), hicieron estudios de sedimenta--
cibén, viscosidad y presién osmética con gammaglobulina bovina en condi--
clones icidas y a diferentes fuerzas idnicas, y concluyeron que en condi
ciones de p = 0.1 y pH 5.3 —)3 la proteina sufre cambios conformacio-
nales que afectan su constante de sedimentacidn. Por otra parte observa
ron que a concentraciones elevadas de sal y de iones hidrdgeno se puede
causar agregacidn de la proteina. Concluyen que estos cambios en la con

formacibén pueden deberse a fendmenos de turgencia molecular.

En 1970 Doi y Jorgensons (12) estudiaron la desnaturalizacién
dcida de la inmunoglobulina G humana (Cuadro I), usando métodos fisi-
cos (D.0.R. dispersidn Bptica rotatoria), y encontraron que fuerzas iéni

cas bajas favorecen la desorganizacidén y separacidén de las cadenas poli-



peptidicas en solucidn &cida, lo que fue confirmado con datos de sedimen
tacién y viscosidad. Concluyen que esto es causado por fuerzas electrog
tdticas repulsivas que neutralizan uniones hidrofébicas y puentes de hi-

drdgeno.

También observaron que unpa alta concentracién de sal inhibe -

la desorganizacién causada por las condiciones acidas.

Paulssen et al (1978) (l4), estudiaron la influencia de dife
rentes condiciones experimentales fisicas y quimicas, (temperatura, con--
centracién de cloruro de sodio, pH) en la constante de asociacién de la -
interaccién entre IgA y anticuerpo insoluble anti-IgA, mediante radioinmu
noensayo, y encontraron que la constante de asociacidn se altera por la -
temperatura, (nivel de significancia 99%), la concentracién de cloruro de
sodio y la combinacidén de pH, Acidos y hdsicos, con la presencia de sero

alblimina bovina en el medio (nivel de significancia 95% para ambos).

En 1979 Knight y Green (15), al hacer experimentos de la in-~
teraccidn de grupos dinitrofenil (DNP), unidos a sero albiimina humana con
fragmentos univalentes (Fab, Cuadro Ir) de Ac anti~DNP, obseryaron que -
la mayoria de los grupos DNP no eran accesibles al Ac a pH 8, pero a pH 3

su accesibilidad aumentaba aproximadamente 3 veces.

Estos experimentos ponen de manifiesto el hecho de que la ~--
¥ -globulina bovina y la IgG humana sufren cambios conformacionales cuan-
do se exponen a condiciones de pH &4cidos, y fueras idnicas bajas; en la -

Iga humana, la temperatura y la fuerza idnica alteran la constante de aso



ciacidén con anti~IgA; y el pH altera la conformacién de la sero albimina
dinitrofenilada. Es decir, gue factores del medio ambiente como pH, fuer
za idnica y temperatura influyen de hecho en la conformacidn tridimensio
nal de proteinas del sistema inmune y que afectan sus caracteristicas fi

sicoquimicas y su funcionalidad.

El objetivo del presente trabajo es investigar si existe al-
guna correlacidn entre los cambios en el medio ambiente fisicoquimico -
pH, fuerza idnica, composicidn ibnica- y la precipitacidn cualitativa ~-
del complejo Ag-~Ac. Esto se pretende lograr haciendo experimentos de do
ble inmﬁnodifusién con diferentes dosis de pc de borrego anti-DNP y  ~--
DNPlS—HSA como Ag, en diversas combinatorias de las variables ya mencio-~

nadas, y analizando los resultados mediante un ANOVA de 3 vias.



MATERIALES Y METODOS

Disefic Experimental

Se investigd cualitativamente por medio de D.I.D, (doble in-
muno difusidn), si el pH, concentracidn de sales y composicién idnica --
tienen efecto en la precipitacién del complejo Ag-Ac, con la ayuda de un

disefio experimental de 5 factores:

Nimero de niveles Niveles:

Factores: por factor
pH 7 3,4,5,7,4,9,10,11
f.i.(y) 3 0.021,0.21, 2.1
{composicién (sol. amortiguadora de Sgrensen
de la solu-- 2 '
cién amorti- {sol. amortiguadora de Barbital
guadora)
[Ag] 3 0.12, 0.25, 0.5 mg/ml de
’ DNPlS-HSA
LAC} 6 1.1, 1.5, 1.9, 2.3, 2.7, 3.1 mg/ml

de Ac anti-DNP

La variable de respuesta es la banda de precipitacidn (cuali-
tativa). El disefio tiene 10 réplicas en c/u de las combinatorias de va--

riables utilizadas.

Se escogid un disefio experimental multifactorial por lasventa
jas que ofrece:
1. Es mas eficiente que experimentos usuales de 1 solo factor,

2. Todos los datos se usan para computar todos los efectos de las va
riables;



3. Sc obtiene informacidén acerca de las posibles interacciones en-

tre los factores y sus combinaciones.

Por la naturaleza de los experimentos, el disefio es multi--
factorial con 2 variables anidadas, y se analizd por un ANOVA de 3 dias
{31,32). Se escogieron los pHs mencionados para tener un rango amplio de
comparacidn de la funcionalidad de los Ac, a pHs dcidos (3,45) y pHs bi--

sicos (9,10,11).

La f.i. "fisiologica" es p = 0.21, y se decidi® investigar la in--
fluencia en la precipitacifn de complejos Ag-Ac, de f.i. 10 veces mayoteé

{(p =2.1) yde f.i. 10 veces menores (P = 0.021) que la normal.

Asimismo los 2 tipos de soluciones amortiguadoras empleadas -

son_de naturaleza distinta en cuanto a su composicidn de iones y su com--
i . + , +

portamiento frente al agua. Sgrensen posee los iones Na (sodio), K --

(potasio) , HPOZ (fosfato dibésico), H2b04- (fosfato monobdsico), CL~ ==

. iy : . . +
(cloruro), y es hidrofilico, mientras que Barbital posee los iones, Na -~

(sodio), o. (barbital), C.H 0. (acetato), c1” (cloruro), y es —-

N
CBHlllZ 3 232
hidrofobico. Adem3s el rango amortiguador del Barbital es mis amplio ~-

(véase preparacidn de soluciones amortiguadoras de Barbital).

Se usaron las distintas dosis de Ac y de Ag para aumentar las

probabilidades de observar cambios en la precipitacidn.

Se menciond anteriormente que la variable de respuesta es la
banda de precipitacidn y se dijo que es cualitativa, porque el resultado

de una D.I.D. puede ser si hay banda, o no la hay:



pozo

®

POZO

O ©

pozo

{concentracidn
(concentracidn

(concentracidn

1); positivo
1:2); positivo

1:4); positivo

pozo 4 Ac (concentracidn 1:8);

O
O,

negativo

pozo 5 Ac (concentracién 1:16); negativo

& O

pozo 6 Ac (concentracidn 1:32); negativo

Como el disefio tiecne 10 réplicas en cada una de las combinato
rias de variables utilizadas, ¢l miximo valor numérico que puede alcanzar
cada combinatoria es de 1 {en el caso en que las 10 réplicas haya sido -~

positivas, es decir, hayan tenido banda de precipitacidn).

Se utilizd una prueba de F para evaluar si las variaciones -
(varianzas) de los promedios de las combinatorias utilizadas son iguales
o si provienen de poblaciones diferentes (diferencias causadas por el tra
tamiento experimental).

Doble inmuno difusién. A grosso modo esta t&cnica consiste en

verter agarosa disuelta en una solucidn amortiguadora y en forma liquida -
(caliente) sobre una laminilla. Cuando gelifica se perforan 7 pozos dis--
puestos en forma de roseta, en los cuales se colocan el Ac y el Ag, a vo-
luntad. Los reactivos van a difundir en el gel de agarosa con una veloci-
dad en proporcidn inversa a sus pesos moleculares. En la zona donde el Ag
y el Ac si encuentran en equivalencia se forma una banda de precipitacidn

(Figura 1).

1. Preparacidn de antigenos

Se utilizd DNP como haptino por la abundante informacidn que
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Fig, l. Curva de precipitacidn caracteristica

de un sistema Ag-Ac monoespecifico. A una can
tidad fija de Ac se le agregan cantidades cre
cientes de Ag. La parte superior relaciona es
ta curva de precipitacidn con lo que sucede en
D.I.D. (Antisuero anti-DNP en el pozo central

y DNE-HSA en los pozos perifeéricos, en concen-
traciones decrecientes),



hay acerca de su capacidad inmunogénica (16), y la facilidad de acoplar-
lo a una proteina acarreadora, Como acarrcadores se usaron sero alblmina
bovina (BSA) en el caso del Ag inoculado al borrego, y sero alblmina hu--
mana (HSA) como Ag en las reacciones in vitro, para asegurarse que no hu-
biera reacciones cruzadas entre los acarreadores utilizados para inmuniza

cibn y en las pruebas de D.I.D.

| &
DNBS ¢ HSA DNBS 4 BSA
en solucidn de I?O al 2% en solucidn de ll?O‘3 al 2%

24 horas de a8itacion en la oscuridad

Didlisis contra PBS

estimacidén de concentracion

de protefna
determinacidon de concentracidn
de DNP-lisina
(plnorar 1-3%1— [on8] mo1ar =_p.0. 363 nm

coeficiente de
extincion molar
(L7 530)

Estimacién del némero de moles de DNP por mol de protelina{«):

oA = !ENP] molar

[P] molar

Fig. 2. Esquema para la preparacién de los ant{genos DNP-HSA y
DNP-BSA,



a) Preparacién del conjugado DNP3G-BSA
(4

Se prepar3 seglin el método de Eiscn (17): 500 mg de DNBS ~--
(Bastman) y 200 mg de BSA (Sigma) se agregaron a 40 ml de una solucidn ~
de K2CO3 (Baker) al 2%. La mezcla se puso en agitacidn suave 24 horas a
temperatura ambiente y al abrigo de la luz. Posteriormente se dializd -
contra buffer de fosfatos salino (PBS 0.01M, NaCl 0.15M, pH 7.4), para -
eliminar el DNBS libre. Se estimd la concentracién de BSA por el método
de Nessler (18), y se determind la concentracién de DNP-lisina por la --

densidad éptica del conjugado a 363 nm, consideridndose un coeficiente de

extencién molar de 17,530 (19) (Ver figura 2).

b) Preparacidn del conjugado DNPlE—HSA

Se prepard como el conjugado DNP__BSA, pero con 500 mg de ~-

32
DNBS y lg de HSA en 100 ml de K2C03 al 2%.

2. Obtencidn y Purificacidn de Ac anti-~DNP (Fig. 3)

a) Inmunizacién y sangrado del borrego

Se administrd 1 ml de DNP32'BSA con una concentracifn de --
5 mg/ml, a un borrego hembra por via intramuscular, que habia sido sensi
bilizado anteriormente con el mismo Ag y con adyuvante completo de Freund.

Se sangrd el borrego (500 ml) por la vena yugular después de 8 dias de la

inmunizacién secundaria.

Se separd el suero y se centrifugd durante 15 min. a 3500 r.p.m.



Inoculaclon del borrego con DN%i-BSA
8 dias

sangrado por via yugular
separacidn del suero
precipitacion def~-globulinas totales con (NH“% Sa sate
dialisls con PBS
cromatograffa de afinidad con Sefarosa-DNP-lisina

separacion del DNP de los Ac mediante columna Dowex
de, intercambio anidnico

)

estimacion de la concentracidn de proteina

Fig. 3. Esquema para la obtencidén y purificacidn
. de Anticuerpos anti~DNP de borrego.



para eliminaxr eritrocitos.

Se probd la presencia de Ac anti-DNP en el suero mediante -
D.ID. (20), con varias concentraciones de DNPl ~HSA, obteniéndose resul-

tados positivos (Fig. 4).

b) Obtencién de gamma-globulinas totales

Se precipitaron las ¥{-globulinas con (NHA)ZSO al 33% de satu

4
racién, pH 7.4 a temperatura ambiente. Se centrifugd a 9,000 r.p.m. du-

rante 20 min, se decanté el sobrenadante y el precipitado se resuspendid

en un volumen de PBS igual al volumen inicial de suero (21).

La precipitacidén y centrifugacidén se repitieron 4 veces, has-
ta obtener una solucién de ¥-globulinas translficida e incolora, sin conta

minacién aparente de hemoglobina.

Posteriormente se dializd contra PBS a 4°C para eliminar el -
sulfato de amonio, y para verificar esto se mezcld una alicuota del buffer
de didlisis con otra alicuota de una solucidn de BaCl2 al 10%, Acida. En
ausencia de iones sulfato no se forma la sal insoluble BaSO, y por lo tan

4

to la solucidn permanece transparente.

Se verificd la presencia de Ac precipitantes anti-DNP haciendo

Posteriormente se realizd una inmunoelectroforesis para veri-

Ceeat,

ficar la pureza de la { -globulina G, utilizando como antigeno a la prepa



Fige4. DI.De del suero de borrego inmunizado con
DNR:BSA, contra el antfgeno DNEyHSA utilizado
en las reacciones in vitro, El suero estda en
el pozo central, el Ag en los pozos periferi-
cos, en concentraciones decrecientes en el
sentido de las manecillas del reloj.



racifén de ¥ -globulinas y un antisuero anti-proteinas totales del suero -
de borrego producido en cerdo, revelande solo una banda en la regién de

la IgG (Figura 5).

c)  Purificacién de anticuerpos

Este proceso se realizd mediante cromatografia de afinidad,
utilizando Sefarosa 4B (Pharmacia) acoplada a DNP-lisina (Sigma), segiin

una modificacién del método de Mark, Porikh y Cuatrecasas (23),

En un mayraz Erlenmeyer de 500 ml se puso una mezcla de volg
menes iguales de Y-globulinas y Sefarosa-DNP-lisina, 100 ml de c/u; se -
dejd incubar toda la noche a 25°C con agitacién suave. Con esta opera--
cién se unen las ¥ ~globulinas especificamente dirigidas en contra del --

DNP (es decir, los anticuerpos anti-DNP), a la Sefarosa-DNP-lisina.

Al dia siguien te se vertid la mezcla de reaccién en un embu
do BUchner y se filtrd suavemente con vacio, lav andose con 100 ml de --
PBS, para lavar las{ -globulinas que no se habian pegado a la Sefarosa -

DNP~lisina.

Se transfiridé la Sefarosa (ahora un complejo formado por Se-
farosa-DNP-lisina-Ac~DNP) a otro matraz y se le agregd 100 ml de DNP -~
1x 10_3M disuelto en PBS, dejandose incubar 90 min a temperatura ambien
te y en la oscuridad. Posteriormente se vertid la Sefarosa a un Blichner y
se £iltrd muy lentamente, lavando con 20 ml de DNP 1 x 10-3M para sepa--

rar los Ac anti-DNP unidos al DNP acoplado a la Sefarosa. El1 DNP en so-



Fig 5, I.E.F. de los anticuerpos purificados (pozo superior),
mediante el procedimiento descrito en el capitulo de
Materiales y Metodos. En el pozo inferior se colocd
suerc de borrego normal como control y en el pozo me
dio suero de cerdo anti-suero de borrego como revelador.



lucién compite con el DNP acoplado a la Sefaros: por los sitios activos
de los Ac, eluyendo a los Ac de la columna formada por la Sefarosa—DNP-

lisina,

Se concentraron las IgG por medico de ultrafiltracién a pre--
sién (Amicon), hasta un volumen final de 36 ml y se¢ pasaron por una colum
na (2 x 20 cm) de Dowex 1 (Pharmacia), una resina intercambiadora de --
aniones, en donde quedaron unidos los iones dinitrofenilato, permitiendo

la recuperacidn de los Ac ya libres de DNP.

Posteriormente se determind la densidad 8ptica de la solucidn
de anticuerpo a 280 nm para determinar la concentracidén de proteina y a
363 nm para DNP. En la Figura 6 se observa la curva de elucién del Ac de

la columna de Dowex que muestra que el Ac no estd contaminado con DNP.

Sin embargo, para asegurarse de que los Ac no tuvieron DNP, -
se hicieron diluciones de la fraccién 17 que mostraba la mayor absorben--
cia a 363 nm y se comprobd que la relacidén de D.O. (densidad dptica), a -

280 nm y 353 nm era igual a la de [-globulinas sin DNP.

Se juntaron las fracciones 7-21 y en la mezcla se estimd una
concentracién de 12.6 mg/ml de proteina utilizando el método de Nessler -

(18).

Se verificd la actividad de los Ac por medio de D.I.D. con --—

DNPIS—HSA, la cual resultd positiva.

Para asegurarse de que la especificidad de los Ac era en con-
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FI4UR4 6 . Curva de elucidén de los Ac anti-DNP de la columna de Dowex.



tra del DNP y no contra la proteina acarreadora se hicieron D.I.D. de --
los Ac-anti-DNP puros contra las siguientes proteinas: ¢ -globulinas de -

borrego normal (resultado negativo); con DNqu—HSA (resultado vositivo);

con HSA (resultado negativo); con DNP_~-BSA (resultado positivo); BSA (re-~

7

sultado negativo); con ovoalblmina OA (resultado negativo); DHP_, _~OA (re-

10
sultado positivo) (Figura 7).

3. Preparacidn de soluciones amortiguadoras y geles

Se utilizaron 2 tipos de soluciones amortiguadoras; Sgrensen

y Barbital.

a) Soluciones amortiguadoras de S@rensen

La solucidn amortiguadora de S¢rensen consiste en una solu--

cidn 0.14M de Nazl{PO4 y de KHZPO4 (24). Su poder amortiguador va de pH 5=
pH 8.5. Sc modificd la manera de prepararlo poniendo ademds de los fosfa

tos, NaCl y NaOH (1N) & NC1l (1N) hasta alcanzar el pH requerido. Para -

preparar una solucidn madre se prepararon soluciones de NaZHPO4 0.15M4, --
(Baker) con NaCl 1.5M (Baker); y de KH2P04 0.15M (Baker) con NaCl 1.5M, y
se mezclaron hasta obtener 100 ml de solucidn amortiguadora con un pH =--

aproximado al requerido, medido en un potencidmetro (Beckman). Los pHs -

I3

empleados fueron: 3,4,5,7.4, 9,10 v 11,

Para obtener soluciones amortiguadoras de trabajo se tomd la
solucidn amortiguadora madre como Sgrensen concentrado, esta solucidn di-
luida 1:10 como Sgrensen fisioldgico (.15M), normal, y una dilucidén 1:10
de la solucidn madr como Sgrensen diluido. La tabla indica las cantida--

des de HC1l o NaOH necesarias para alcanzar el pH deseado.



Fig. 7. Del.D. de los Ac puriticados mediante el proceso
descrito en el capitulo de Materiales y Metodos.
a) parte superior, pozos perifericos con DNP-HSA;

"

parte interioy, " con HSAg
b) parte superior, % " con DNP-BSA;
parte inferior, " " con BSA,

En todos los casos se pusieron 1los Ac en los pozos
centrales,



Sérensen p = 0.021 Sgrensen g = 0ﬂ21
(diluido) {fisioldgico)
HC1 O0.1N (* ml) HClL 1IN (*ml)
P NaoH 0.1N (4 ml) PH - Naou 1IN (aml)
3 * 1,20 3 * 1.40
4 * 0.70 4 * 1.00
5 * 0.30 5 * 0.90
7.4 0 7.4 0
9 4 0.20 9 4 0.30
10 4 0.45 10 4 0,40
11 4 1.20 11 A 0.60

Sgrensen p = 2.1

{concentrado)
HC1 1IN (* ml)

PH NaoH IN (4 m1)

3 * 11.50

4 * 10.30

5 * 9,30
7.4 0

9 4 0.90
10 4 2,20

11 A 7.80




b) Soluciones amortiguadoras de Barbital

La solucién amortiquadora de Barbital consiste de una mezcla
de barbital de Na 0.16M, acetato de Na 0.14M, con NaCl 1.46M y HCl 1IN &
NaOH 1IN para regular el pH. Su poder amortiguador abarca desde pH3 hasta
pH 11. (24).

Se prepararon las siguientes soluciones madre: Sol. A: barti
tal de Na 0.16M (Mallinckrodt), con acetato de Na 0.14M (Baker). Sol. B:

HC1 LN & NaOH l1N. Sol. C: NaCl l.46M

Las soluciones amortiguadoras de trabajo se prepararon asi: -
20 ml de la solucidn A mids 8 ml de la solucién C, se ajustS el pH con un
potencidmetro, usando HCL 1IN & NaOH 1IN (Ver TablaX) y se aford a 100 ml

con H20 destilada.

Con las soluciones A, B y C diluidas 1:10 se prepararon solu-

ciones amortiguadoras a los mismos pHs.

No fué posible alcanzar la fuerza ifénica de 2.1 en este -~

buffer debido a la poca solubilidad del Barbital.

En los dos tipos de soluciones amortiguadoras la f.i. se cal-

culd con la siguiente férmula:

r= %}___ mZ2
donde p = fuerza ibnica

¥ = suma de todos los términos siguientes

molalidad (mol del ion/1000 g solvente)

E
1

Z = valencia (35)
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Tabla ¥X. Soluciones amortiguadoras de Barbital
Barbital p = 0.021 Barbital p=0.21
H HC1 O.1IN (* ml) " HC1 1IN (* ml)
P NaOH 0.1N (4 ml) P NaOH 1N (amol)
3 * 6.30 3 * 6,20
4 * 5,70 4 * 5.60
5 * 4,30 5 * 4,20
7.4 * 2,70 7.4 * 2.50
g % 0.35 9 + 0.30
10 4 0.10 10 0
11 A 0.35 11 4 0.10

c) Preparacidn de geles

Los geles se prepararon poniendo 0.85 g de agarosa Sigma tipo
II en 100 ml de c/u de las soluciones amortiquadoras, se disolvieron en -
el horno y se vertieron en tubos en fracciones de 12 ml. Se midid el pH
de los geles afin liquidos convpapel indicador Merck (pH O - pH 14) (Ver -

Tabla Y)‘



Tabla y. pH de los geles despus de disolver.

Sgrensen diluido p = 0.021 Sgrensen fisiolégico B = 0.21

PH pH
antes después antes después

3 4 3 5
4 5.5 4
5 6 5

7.4 7.4 7.4
9 8 9

10 8 10

11 9 11

Sgrensen concentrado p= 2.1

pH
antes después
3 3
4 4
5 5
7.4 7.4
9 9
10 11
11 12




Barbital p = 0,021 Barbital p = 0.21
PH pH

antes después antes después
3 4 3 ' 4
4 4 4 f 4
5 5 5 j 5
7.4 7.4 7.4 7.4
9 8.5 9 9
10 8.5 10 10
11 9 11 10.5

4. Ensayos de doble inmuno difusidn

Se calentaron en bafio maria tubos conteniendo geles al 0.85%
con PBS y 11 ml delgel liquido se colocaron sobre laminillas dispuestaé -
en soportes previamente nivelados (Fig. 8). Se dejaron gelificar y se -=-
colocaron en camara hiimeda a 4°C por 24 horas. Después se perforaron los
pozos en la agarosa, poniendo en los pozos periféricos diluciones progre-

sivas de Ac, y en el pozo central el Ag.

En primera instancia se hicieron D.I.D. preliminares para de-
terminar las concentraciones Gptimas de Ac y de Ag para precipitar. Las
concentraciones de Ac utilizadas fueron 12.6, 6.3, 3.15, 1.57, 0.78 y 0.39

mg/ml, y las de Ag 2,1,0.5,0.25,0.12 y 0.06 mg/ml.



Fige. 8. Manera usual de colocar las laminillas en soportes
de plastico sobre una mesa nivelable para hacer D.I.D.



Las laminillas se colocaron en cimara himeda 2 temperatura ambien
te por 24 horas, y después se observaron con una limpara de luz blanca -

para contar las bandas de precipitacidn.

Después se lavaron las placas con 2 cambios de solucién

1

salina 0.15M a 4°C (1 litro cada vez), y con 1 1 de agua destilada, se

cubrieron con papel filtro y se secaron al aire. Se tifieron con amido

negro al 0.1% (Sigma) en Acido acético al 10% por 10 min, y se aclararon

con una solucidén de &cido acético al 10% y glicerol al 1%.

Se obtuvieron bandas de precipitacién con 0.5, 0.25y 0,12 -
mg/ml de antigeno y con 12.6,6.3,3.15 y 1.57 mg/ml de Ac, por lo cual se
decidid explorar concentraciones de Ac entre 3.15 y 1 mg/ml, que fueron

3.1,2.7,2.3,1.9,1.5 y 1.1 mg/ml.

Se hicieron D.I.D. en todas las condiciones sefialadas en el
capitulo de Disefo experimental, excepto a pH 3 en las dos soluciones =~-
amortiquadoras, porque no gelificd la agarosa5con 10 replicas, dando un

total de 5400 experimentos,



RESULTADOS

a) Efecto del pH sobre la precipitacién en D.I.D.

pHs Acidos favorecen la apricién de bandas de precipitacién,
como se observa a pH 4 en Barbital‘» = 0.021, a pif 5 en Barbital p = 0.21,
a pH 6 en Sgrensen n= 0.021 y a pH 5 en Sgrensen p = 0.21 (Tabla I y II,

figuras 9 y 10).

b) Efecto de la fuerza idnica sobre la precipitacién en D.I.D.

Una elevacidn de 10 veces la f.i. provoca una tendencia a au-
mentar el niimero de bandas en la solucién amortiguadora de Barbital (ex--

cepto en el caso del pH 4 en que ocurre lc contrario).

s

La fuerza idnica produce efectos dependiendo del pH en la so-~
lucidn amortiguadora de Sgrensen. Asi, vemos que el pH 6 en p =0.021 y
n= 0.21, (pH 5 en A= 2.1), induce una disminucién en el niimero de ban--
das; a pHs badsicos (pH 8.5 a P =0.021, pH 9ap=0.21ypH 12apn = 2.1)
se observa un aumeiito en el niimero de bandas; mientras que a pH 7.4 y pH 9
en p = 2.1 se localizan el mayor nimero de bandas. (Tabla I y II, Figuras

9 y 10).

¢) Efecto de la composicién idnica sobre la precipitacién en D.I.D

Se observa mayor proporcidn de reacciones positivas en la so-
lucidn amortiguadora de Sgrensen en p = 0.021, comparando con la misma --

f.i. de la solucidn amortiguadora de Barbital.



En la solucién amortiguadora de Barbital a M = 0.21 se regis
tran el mayor nimero de reaceiones positivas en los pHs acidos, (a excep
cién del pH 4), v a pH 7.4; mientras que con la solucidén amortiguadora -
de Sgrensen a pHs bdsicos se observaron menos reacciones positivas. (Ta-

blas I y II, Fig. 9, 10 y 11).

d) Anilisis estadistico

T

Como se menciond anteriormente en el capitulo de Disefio expe-
rimental, los resultados se analizaron por un ANOVA (andlisis de varian—-
za), de 3 vias, modificado por el hecho de ser un disefio experimental ani
dado. En este anilisis global se excluyd la fuerza idnica de 2.1 de la ~
solucidn amortiguadora de Sgrensen, para hacer simétrico el disefio y faci

litar su andlisis (Tabla IO yTabla ).

En la Tabla 4 vemos que todas las variables examinadas son --
significativas (P ¢ 0.00l) en la produccién de bandas de precipitacién, -
asi como tambi&n las combinatorias de 2 y de 3 variables, siendo el cocien
te de varianzas, es decir, la importancia relativa de los efectos de las
variables sobre la precipitacién en D.I.D., para efectos de 1 variable:
pH > composicidn iénica‘) fuerza idnica; para efectos de 2 variables: -~

pH - £.i. ) pH~ composicidn ifnica » f.i.- composicidn idnica.

Se hicieron ANOVAS de 2 vias para ver separados los dos siste
mas de soluciones amortiguadoras y considerar la‘p = 2.1 en la solucién -
amortiguadora de Sgrensen (Tabla V). En el andlisis se verificdé que las
variables investigadas del medio ambiente fisicogquimico son determinantes

en la precipitacidén del complejo Ag-Ac en doble inmuno difusidn (TablasIV y V).



RSN -

. a b ()

Fig. 11. DeI.D. donde se observan: a) bandas de precipitacién
claras (Sgrensen p=0,021
pH8);

b) bandas de precipitacidon
poco definidas (Barbital
§=0.21, pH4);

c) bandas de precipitacidn
bien definidas (Barbital
p=0.21, pHS).
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TABLA 1. % DE REACCIONHES POSITIVAS EN LA SOLUCTON AMORTIGUADORA DE SPRENSEN

)
ionica

Fuerza

5.5 6 7 7.4
Ag 0.12 .25 .50 Ag 0.12 .25 .50
Ac Ac ;
1.1 .2 .1 o 1.1 .3 .1 . 0 0 o0 3.2 .3
1.5 .8 .6 .2 1.5 1 .9 .1 4 0 0O 7.4 .3
0.021 1.9 .9 .6 .4 1.9 1 .9 .7 7 .4 0 1 1 .4
24 .9 1 .8 24 1 1 .9 8 .7 .3 9 1 .9
27 1 .9 1 27 1 1 1 9 .8 1 1 1 .9
3.1 01 .9 .7 3.1 01 1 1 1 1 .9 1 1 .5
x - 0.66 x = 0.77 ¥ = 0.48 x=0.71
5 6 7.4
Ag 0.12 .25 .50
1.1 .6 0 O .2 100 0 0
1.5 1 .8 0 1 6 0 : 3 .2 0.
0.21 1.9 1 .6 .5 1 7.5 ' 9 .7 0
24 1 .9 .8 1 .8 .7 1 .8 .6
227 1 1 .9 1 11 ) 1 1 1
31 01 1 .7 1 1 .8 1 1 .9
x = 0.71 x = 0.68 ' L % = 0.57
4 5 7.4
.4 .4 3 .4 1 1 .
.4 .4 .5 .5 901 .
2.1 .4 .4 .1 .5 .4 .4 1 1 .8
.4 4 .3 .7 7 .4 ; 1 1 1
4 .4 .4 1 1.7 , 11 1
4 4 .4 1 1 .7 11
x = 0.33 x = 0.56 % = 0.96

X columna:

.71 .60 - .50 .80 .72 .50 .83 .79 .62
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TABLA II. % DE REACCIONES POSITIVAS EN LA SOLUCION AMORTIGUADORA DE BARBITAL

-

Fuerza idnica

4 5 7.4 8.5
Ag 0.12 .25 .50
Ac
1.1 0.3 .2 . 4 0 0 0 0 0 0o o0 o0
1.5 .9 .8 .7 1 1.4 8 .1 0 4 .2 0
0021 19 1 1 8 1 1 .4 1 .5 .4 9 .3 .1
2.4 1 1 9 .9 .9 .6 1 .8 .6 1 .4 .3
27 1 1 1 0 9 1 1 1 1 1 .7 .5
31 01 1 1 0 11 1 7 1 .8 .6 .3
x = 0.81 x = 0.62 X = 0.60 x = 0.41
4 5 7.4
0 0 0 3 .4 .1 2 .1
0 0 2 .9 .8 .6 7.6 0
0.21 .2 0o .3 1 19 .9 .6 .5
.1 0 .3 1 11 1 .9 .8
.2 2 .3 1 11 1 1 1
0 1 0 1 11 1 1 1
x = 0.10 x = 0.83 x = 0.68
x columna:

.47 .44 .46 .70 .80 .66 -.80 .60 .52
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Tabla III. ANOVA total computarizado, excltyendo a
Sgrensen P=2.1.
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Tabla IV, ANOVA total modificado, con las varia-

bles Ag y Ac anldadas.
Fuente ge grados de Suma de Cuadrados
Variacion libertad cuadrados medios
EFECTOS PRINCIPALES
pH . 5 6.4093 1.2818
cl 1 0. 8445 0, 8445
£1 1 0.1234 0.1234 .
INTERACCIONES DE PRIMER ORDEN
pH=fi 5 2.1771 0.4354
pH-ci 5 0.7843 0.1578
fi-ci 1 0.1167 0.1167
INTERACCIONES DE SEGUNDO ORDEN
pH-ci-fi 5 3,1593 0.6318
VARIABLES ANIDADAS
Ag en pHcifi 48 6,1244 0.1275
Ac en pHeifi 120 39,0594 0.3254
ERROR
(Ag=Ac en
pH=ci-fi) 240 6.6823 0.0278
TOTAL 431 65, 59

46,039 X X%
30.3308 # &
4,432 +*

15.638 * ¥
5.669 * #
4.193 ¥

22.693 * ¥

4.582 5§ »
11690 2 »

X es significativa (P<0.05);% x es muy significativa (P<0.001).
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Tabia V., ANOVA de SPRENSEN.

Fuente c}e grados de Suma de
Variacion libertad cuadrados
EFBECTOS PRINCIPALES
pH 5 4.1173
fi 2 0.2564
INT ERACCIONES DE PRIMER ORDEN
pH-fi "5 4.7822
VARIABLES ANIDADAS
ci en pH-fi 42 6.4510
Ag en Phef1 Y0 25,9517
ERROR 180 3.7867

ANOVA de BARBITAL

Fuente de grados de Suma de
Variacidn libertad cuadrados
EFECTOS PRINCIPALES
pH ) 4,1156
ti 1 0.2400
INTERACCIONES DE PRIMER ORDEN
pH-fi 5 4,7822
VARIABLES ANIDADAS
ci en pH-fi 24 3.1056
Ag en pH-fi ‘60 16,4538
ERROR 120 3.5078

Cuadradns
medios

0.8234
0.1284

0.9564

0.1535

0.2883
0.0210

Cuadrados
medios

0.8231
0.2400

0.9564

0.1294

0.2738
0.0292

39.143 %
6.1058 ¥

* ¥

45,464 x ¥

7.301 * ¥
13.706 ¥ *

F
28,158 ¥
8,210 ¥ »

32.719 ¥ *

4.426 + ¥
9.367 ¥ i

¥ es significativa (P<0.05);X « es muy significativa (P<0.001)



DISCUSION

Los resultados presentados en este trabajo corresponden a los
efectos del pH, fuerza idnica y composicidn ibnica sobre la precipitacién

cualitativa de complejos Ag-Ac, evaluada con D.I,D.

Un hecho notable fu@ el observar que los anticuerpos conser--
van sus propiedades de reconocimiento en condiciones externas de pH y de

alta concentracién de sales.

El andlisis estadistico de los Resultados (Tablas IVy V), ==
muestra que los efectos del pH, f.i. y composicidn idnica son significati

vos: P 4 0.001, P{ 0.05y PZ 0.001 respectivamente.

Es interesante observar que la magnitud de F, el cociente de
varianzas, es diferente para cada una de las variébles investigadas, de -
tal manera que F del pH es mayor que F de la composicidn idénica, que a -
su vez es mayor que la F de la fuerza idnica. Asi, podemos decir que en
estos experimentos de precipitacidn en D.I.D. el orden de importancia re-
lativa de cada una de las variables es en primer lugar del pH, en segundo

la composicidn ifnica y finalmente de la f.1.

De igual manera podemos clasificar la importancia de los efec
tos producidos por la combinacién de 2 variables, en primer lugar pH -f.i.,

en segundo pH~ composicidén iénica, y finalmente f.i.- composicién idnica.
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Los efectos de la combinacién de las 3 variables también son

estadisticamente significativos (P4 0.001) (Tabla w).

Asimismo las dosis de Ag (Ag en pH-Fi-ci) y de Ac (A en pH-

Fl-cl) son significativas (P £ 0.001 para ambas) (Tabla ).

Analizando estadisticamente los dos sistemas de soluciones --
amortiguadoras por separado (Tabla v}, vemos que los efectos del pH son -
mids importantes en la precipitacién en D.I.D., que los efectos de la f.i.;

resultado similar al que se encontrd en el andlisis global.

.
A continuacidn se exponen algunos argumentos de cardcter espe
culativo a nivel atdmico acerca de los efectos de las variables principa-

les,

Cuando mencionamos el t&rmino "anticuerpo", estd implicito el
hecho de que nos referimos a una poblacién de anticuerpos que es hetero--
génea con respecto a su afinidad por el antigeno determinado. Es muy pro
bablé que esta poblacidn de anticuerpos sea tambi€n heterogénea en un sen
tido funcional, de tal manera que esté integrada por subpoblaciones y que
sea una de estas subpoblaciones la que reaccione o reconozca al antigeno
a medida que las condiciones del medio ambiente fisicoquimico se alejen -

de las condiciones fisioldgicas "normales" (pH 7‘4'<P = 0.21, fosfatos).

A pHs 8cidos los anticuerpos sufren cambios conformacionales
que aumentan la probabilidad de su precipitacidn y que resultan en su des

doblamiento parcial, provocado por fuerzas electrostiticas repulsivas, —-
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gue son generadas por la abundancia de protones en el medio, y que neutra
lizan otro tipo de fuerzas estabilizadoras de la molécula, como pueden --

ser uniones hidr8fobas y puentes de hidrdgeno (12).

Mediante espectros de dicroismo circular se ha visto que la -
disminucidn en el coeficiente de sedimentacidn y el aumento de la viscosi
dad de IgG en solucibén Acida indican desdoblamiento parcial de la protei-
na (12). Los resultados obtenidos por nosotros estan de acuerdo con es--
tas observaciones, aunque tendriamos que verificarlos midiendo el coefi--

ciente de sedimentacidn y la viscosidad de los Ac.

Por otra parte la viscosidad de las ¢ -globulinas aumenta a -
pHs dcidos cuando se disminuye la f.i. del medioc, y este hecho refleja -~
cambios estructurales pues aumenta la asimetria de 1la mole--
cula, que es acompanada por una disminucidén de su volumen. Estos cambios

son proporcionales a la acidez del medio.

Estos razonamientos pueden explicar la elevada frecuencia de

precipitacién a pHs &cidos.

Se observa que las proporciones de precipitacién en la solu--
cién amortiguadora de Barbital, p = 0.21, que son de 0.10 a pH 4 y de -~
0.83 a pH 5.](Por otra parte se sabe que la molécula de DNP (dinitrofenol)
es hidréfoba por presentar uniones C-H, y si el ligando DNP-lisina es hiq;é
fobo, entonces el sitio activo de su anticuerpo debe también ser de natu-
raleza hidréfoba y por ende estar situado a una cierta profundidad de 1la

molécula, y no en contacto con el solvente (33). Se puede especular y --



decir que a pH 4 en Bsrbital habia una subpoblacién funcional de anticuer
pos muy pequefa y la porcidn mids abundante, supuestamente activa a otros
pHs, no precipitd en el medio dcido porque tal vez el Ac habia sufrido -
desdoblamientos o cambios en su conformacidn que le impidieron reconocer
al antfigeno. A pH 5 en Barbital se deberla presentar una situacién como

la descrita anteriormente para pHs Acidos (Ver pag.49).

El hecho de que haya menos reacciones de precipitacién.a pHs
bdsicos en los dos sistemas de soluciones amortiguadoras (Tablas 1l y 2),
tal vez pueda deberse al enmascaramiento con cargas (-) de los sitios ac
tivos de algunas moléculas de Ac, pues el DNP se comporta como anién a -

pHs bisicos.

La elevada proporcidn de reacciones positivas a pH 7.4 y pH 9
en la solucién amortiguadora de Sgrensen n= 2.1 puede deberse a la agre-
gacidén de las proteinas (11). Cuando se disuelve el cloruro de sodio se

(+) (-)

ioniza, y los iones Na y Cl se rodean de una pelicula de agua (agua

de hidratacién), unida por diferencias en las cargas parciales (Ver ilus

H,O
tracidn ). Las sales neutras, Na Clrs) -2, Na(+)

v 3 '

N Ko ® \o\\»\" ejercen efectos marcados
]
«.Qn‘t — 2 )0
,?* * o C{ \% en la solubilidad de las
04
A gy .
Kd» ) proteinas globulares. A

bajas concentraciones aumenta la solubilidad de algunas protefnas (solubili

zacidn por salado o saltamg-in). Este efecto estd en funcidn de la concen



tracidn de la sal y de la valencia de los iones. Los efectos de la solu
bilizacién por salado resultan de cambios en la tendencia a ionizarse de

los grupos disociables de la proteina.

Cuando la concentracién de sales aumenta mucho, la solubili-
dad de las proteinas disminuye, y a concentraciones muy elevadas la pro--
teina puede precipitar (precipitacién por salado o salting-out. La base

fisicoquimica de este efecto no estid completamente clara (25).

Pudiera ser que al aumentar la salinidad del medio, se re---
quieran mayor niimerc de mol&culas de agua para la hidratacidn de los -
iones respectivos, de manera que disminuya la cantidad de agua disponible
en el medio en que se encuentran el anticuerpo y el antigeno, Asi, se --
pueden producir repulsiones de tipo iénico entre moléculas de Ac debido -
al contacto mis inmediato que presentan entre si, por la disminucidn del
agua accesible del medio. Un efecto visible de tales interacciones en me

dio salino puede ser la precipitacidn masiva de los complejos Ag-Ac.

A pesar de haber utilizado una estrategia basada en experi--
mentos cualitativos, como lo es la D.I.D., es evidente que factores fisi-
coquimicos del medio ambiente como el pH, composicién idnica y fuerza -
idénica, pueden provocar cambios en los Ac anti-DNP y en el Ag DNP__.-HSA -

15

que se reflejan en modificaciones de su precipitacidn.

La relacidn que puede existir entre estos experimentos y la

hipdtesis de multiespecificidad de los Ac es indirecta, y radica en que -



si se considera que existen en un organismo diversos microambientes, con
caracteristicas fisicoguimicas particulares, mds bien diferentes de las

caracteristicas fisioldgicas "normales" (suero pH 7.4, Cl = 103 meq/l, ~-

Na 140 meq/l), como por ejemplo el fluido cerebroespinal (pH 7.35 - 7.70,

1

Cl = 440 mg/100 ml, Na = 525 mg/100 ml), los fluidos digestivos {(como -
el jugo gdstrico, pH 1.49 - 8.38, C1l = 120 mg/100 ml, Na = 49 mg/100 ml)
(34), entonces podemos pensar que si ocurré un encuentro entre un Ac y un
Ag en un microambiente determinado, este podrd modificar la reactividad -
del Ac, y posiblemente pueda modificar su especificidad, haciendo al Ac -

multiespecifico, es decir, hacerlo que reconozca a mids de un determinante

antigénico.

Esta serie de experimentos tuvo la interaccién de exploracién
preliminar. Se pretende en el futuro seguir por esta linea de investiga--
cidn, con experimentos de didlisis en equilibrio para encontrar el valor -
de la constante de asociacifn entre los Ac anti-DNP y el hapteno DNP-lisi-
na. En este caso la variable respuesta (la constante de asociacidén) es de
tipo continuo, es decir gque puede adoptar un rango muy amplio de valores.
Estos experimentos se hardn en combinatorias particularmente interesantes
de condiciones del medio ambiente fisicoquimico que nos permitan hacer una
correlacidn entre el fendmeno de precipitacién y la afinidad, con el propd
sito de predecir si el encuentro de Acs anti-DNP con una proteina dinitro-
fenilada, tendrén como resultado la precipitacidén de complejos en las con-

diciones examinadas.

A largo plazo se tratard de contestar la pregunta ide qué ma-

nera y en qué grado influye el reconocimiento, de la estructura de las -~



moléculas, en las reacciones Ag~Ac?. Parece probable que factores confor
macionales y del medio ambiente afectan la reactividad de los aminpicidos

en las proteinas.

-
€
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